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1. OZET
Cirsium dirmilense Uzerinde Fitokimyasal Calismalar

Cirsium dirmilense R. M. Burton (Asteraceae) iilkemiz i¢in endemik bir tiirdiir ve
yapilan literatiir tarama ¢alismalarinda bu tiir tizerinde yapilmis sinirli sayida bilimsel
calismaya rastlanilmistir. Bu sebeple ¢alismamizda C. dirmilense bitkisinin fitokimyasal

calismalar1 hedeflenmistir.

Bu c¢alismada, bitkinin ¢icekli toprakiistii kisimlarinin metanol ekstresi iizerinde
fitokimyasal ve bazi biyolojik aktivite c¢alismalari gergeklestirilmistir. Fitokimyasal
calismalar, metanol ekstresinden hareketle hazirlanan etil asetat, kloroform ve arta kalan
su alt fraksiyonlar1 {izerinde ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kloroform fraksiyonunundan 4 madde karisim halinde izole
edilmistir (CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4). 'H-NMR ve C-NMR spektroskopik
yontemleri kullanilarak triterpenik yapili CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4’iin yapilar1
sirasiyla, a-amirin, g-amirin, lupeol ve y-taraksasterol olarak aydmlatilmistir. Bitkinin
metanol ekstresinin fenolik bilesiklerinin parmakizi analizi Yiiksek Basing¢ Sivi
Kromatografisi (YBSK) yontemi ile gerceklestirilmis ve parmakizi kromatogrami elde
edilmistir. Ayrica, metanol ekstresinin tirozinaz, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzimleri lizerine etkileri arastirilmigtir. Bitkinin metanol ekstresinin asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz enzimleri {lizerinde inhibitdr ya da aktivator etki gdstermedigi
saptanmistir. Bununla birlikte, metanol ekstresinin tirozinaz aktivator etkinlige sahip

oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asetil ve Biitirilkolinesteraz enzimleri, Asteraceae, Cirsium,
Cirsium dirmilense, Fitokimyasal g¢alismalar, Tirozinaz enzimi, YBSK Parmakizi

Kromatogrami



2. SUMMARY
Phytochemical Studies on Cirsium dirmilense

Cirsium dirmilense R. M. Burton (Asteraceae) is an endemic species for Turkey
and there is a limited number phytochemical study on this species. Therefore,

phytochemical studies of C. dirmilense plant were aimed in this study.

In this study, phytochemical and some biological activity studies were carried out
on the methanolic extract of the aerial parts of the plant. Phytochemical studies have
been performed on chloroform, etyl acetate and remaining aqueous subfractions which
are obtained from methanolic extract using several chromatographic techniques. CDK-
1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 were isolated from chloroform subfraction as a mixture.
Using *H-NMR and **C-NMR spectroscopic methods, the structures of CDK-1, CDK-2,
CDK-3 and CDK-4 were elucidated as a-amyrin, g-amyrin, lupeol, w-taraxasterol
respectively. CDK-1, CDK-2, CDK-3, and CDK-4 are triterpenic compounds.
Fingerprint analysis and quantification of phenolic compounds of the methanolic extract
of the plant were performed using High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Fingerprint chromatograms of the methanolic extract were obtained. In addition, the
methanolic extract of the plant was investigated in terms of the effects on tyrosinase,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase enzymes. It has been shown that methanolic
extract of the plant has tyrosinase inhibitory activity, but not any activity on

acetylcholinesterase and butyryl cholinesterase enzymes.

Key Words: Acetyl and Butyrylcholinesterase enzymes, Astraceae, Cirsium, Cirsium
dirmilense, HPLC Fingerprint Chromatograms, Phytochemical studies, Tyrosinase

enzyme



3. GIRIS ve AMAC

Asteraceae familyasina ait Cirsium cinsinin 66 tirii (78 takson) tilkemizde
yetismektedir. Bu cinse ait 29 tiir (30 takson) Tiirkiye i¢in endemiktir (1, 2). Yapilan
literatiir taramalarinda bu cinse ait tiirler lizerinde bir¢ok ¢alisma bulunurken tilkemizde
az sayida galisma yapildigi goriilmistir. Bu calisma, Cirsium dirmilense iizerinde
yapilacak ilk fitokimyasal ¢alisma niteligi tasimaktadir ve bitkinin ¢igekli toprak istii
kisminda sekonder metabolitlerin izolasyonu, fenolik bilesiklerin analizi ve bazi

biyolojik aktivite ¢calismalarinin yapilmasi amaglanmistir.

Cirsium ismi damar hastaliklar1 anlamina gelen yunanca “kirsos” kelimesinden
tiretilmistir. Tournefort, bitki koklerinin damar hastaliklarinin tedavisinde kullanildigini
belirtmektedir (3). Cirsium tiirlerinin  bazilar1 {ilkemizde halk ilact olarak
kullanilmaktadir. C. arvense’nin ¢icekli dal uglar1 kuvvet verici ve istah acici1 olarak,
cicekleri ise peptik ilser tedavisinde kullanilmaktadir (4-5). Bazi Cirsium tiirlerinin
kokleri hemoroid tedavisinde, govdeleri Anadolu’da 6ksiiriik ve bronsite karsi, Cirsium

italicum tohumlar1 ise anal fissiir tedavisinde kullanilmaktadir (5-7).

Cirsium cinsine ait bazi tiirlerin ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal,
sitotoksik (8, 9), antidepresan, antihemorajik ve antihepatotoksik etkiye sahip oldugu
gosterilmektedir (10).

Cirsium tiirleri tizerinde yapilan literatiir tarama ¢alismalar1 sonucunda, bu tiirlerin
terpenik bilesikler, flavonoitler, fenolik asitler ve lignanlar tasidigi bilgisi edinilmistir
(112).

Bu c¢alismada, C. dirmilense bitkisinin golgede kurutulmus toprakiistii
kisimlarinin metanol ekstresi lizerinde bazi fitokimyasal calismalar yapilarak, ana
bilesiklerin saflastirilmasi, saflastirilan bu bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi: ve
Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi (YBSK) yontemi ile fenolik bilesiklerinin
analizlerinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Ayrica, metanol ekstresinin tirozinaz,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri iizerine etkilerinin de arastirilmasi

amaclanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Botanik Bilgiler
4.1.1. Asteraceae Familyasi

Asteraceae (Compositae), cicekli bitkiler arasinda tiir sayis1 bakimindan en zengin
familya olup, tiirlerinin degisik sekonder metabolitler tasimasi sebebiyle de One
¢tkmaktadir. Familya yaklasik 900 cins ve 20.000 tiir igermektedir (12). Ulkemizde 130
cins ve 1156 tiir ile temsil edilmektedir. %38’lik endemizm orani ile iilkemizde yetisen

bu tiirlerin 430’u endemiktir (1).

Bu familyadaki bitkiler tek yillik, iki yillik veya c¢ok yillik olabilecegi gibi otsu
veya cali seklindedir. Yapraklar alternan veya bazen karsiliklidir, stipulasiz (nadiren
stipulaya benzer), tam, disli, loblu veya farkli pargalanma sekillerine sahiptir. Latisifer
sistem bulunur veya bulunmaz. Cigekleri ¢ogunlukla ¢ok sayida, nadiren tek, sapsiz ve
fillari halkasindan olusan bir involukrum ile korunmus kapitulum {zerinde
kiimelenmistir. Brakte bu familyada fillari ismi ile tanimlanir. Nadiren birlesik;
kapitulum bazen ikinci bir kapituluma benzer yapida kiimelesmistir. Cicekler alt
durumlu, ya hepsi hermafrodit ve erkek organlar disi organdan 6nce olgunlasir ya da
disi organ Once olgunlasir veya erkek organ verimsiz kalir. Kaliks ovaryumun
tepesinde, kilsi, pulsu veya dallanmis tiylii bir yapida papus seklindedir, bazen

tamamen dokilir.

Korolla birlesik petalli, tubular, filiform, dilsi veya nadiren 2 dudakli, genellikle
3-5 disli, nadiren yok. Filamentler genellikle serbest, stamenler 4(-5) petale bagli,
anterler stilus etrafinda bir halka olusturacak sekilde birlesik, nadiren serbest, i¢ tarafa
dogru agilir. Ovaryum alt durumlu, tek gozli, stilus genellikle ikiye g¢atallanmus, tiiy
seklindeki stiluslar, anterlerden polenleri alabilecek yapidadir. Reseptakulum ¢iplak
veya palea ile ortili, tiyler uzun veya kil seklindedir. Meyva tipi akendir. Aken

tizerindeki papus kalici veya diisiicii, sapsiz veya gagalidir (1).
4.1.2. Cirsium Miller Cinsi

Cok yillik, iki yillik veya nadiren tek yillik otsu bitkilerdir. Yaprak kenarlar
dikenli, iist yiizey kil seklinde tiiylii ve kiiglik dikenli, kenarlar1 tam veya pinnatisekttir.

Nadiren dioik; govde dikenli-kanatli veya dikensiz, dallanmis veya dallanmamuistir.



Kapitulast homogam, tablamsi, tek veya ¢ok. Reseptakulumu uzun tiyliidir. Fillariler
cok sirali, kiremit seklinde dizilmis, st kisimlarda yatik veya az ¢ok yiizeye dik, ug
kismin hemen altinda salgi cebi var veya yok, bazen ek yapili, genellikle ugta bir igne,
kenarlar1 diiz-kii¢iik dikenli veya ¢entiklidir. Cigekler erdisi nadiren tek eseyli, tiip
seklinde genellikle esit olmayan 5 pargali, beyazdan mora kadar renk alabilen, bazen
sarims1 renktedir. Korolla tiibliniin tabani1 hafifce genislemistir. Polen taneleri
kiiremsidir. Akenler az ¢ok oblong, yassi, piirlizsiiz, ¢iplak, az ¢ok yarikiiremsi
tiimsekgikli, hilum oval, tabandan az yukarda. Papus ¢ok sirali, kus tiiyii gibi yumusak,
tabanda bir halka {izerinde bagli, kalict veya diisiicii, i¢ taraftaki tiiyler daha uzun,

cogunlukla skabrit veya tepede kalinlasmis; ¢ok nadiren tamamen skabrittir (1).
4.1.3. Cirsium dirmilense R. M. Burton

Govdeleri 10-80 cm uzunlugunda, ince, belirsiz ¢izgili, kanatsiz, seyrek olarak
ortimecek ag1 goriinlimiinde, iist kisimlar1 dallanmistir. Govdenin orta yapraklariin dig
cevresi dikdortgenimsi, pennatisekt, 5-10 cm uzunlugunda, yan pargalart ikiye
yarilmistir; 2°1i veya 5’11, dar mizraks: sekilden serit haline kadar sekil alabilen 3x0,5
cm boyutlarinda, aralikli, 3-7 mm uzunlugunda aniden biten uzun dikenlidir. Tabani
tizerinde siskin sert tiiylii (kils1 tiiyleri 10°dan fazla, kenar 2 mm boyunda olan kare
seklinde) 0,5-2,5 mm ya da tiiysiiz; asagida seyrek olarak oriimcek ag1 goriiniisiindedir.
Cok yilliklarinin kokleri uzun 1§ seklindedir (ortasi siskin, iki uca dogru incelip
sivrilmis). Fillariler tiiysiizden Oriimcek agi goriiniisiinde, yatik, 8-10 serili, kenarlar
ince dentikulat, 0,lmm’den daha az dikencikli, tepe dikenide dahil olmak iizere en
distaki 9-11 mm uzunlugundadir; tepe dikenleri biz seklinde, dikten yayiga kadar
degisen sekilde, yesilimsi-sar1 veya morumsu kirmizi renkli 2-4x0,2-0,3 mm
boyutlarindadir. 1-2 kapitulumlu, subsessildir. 3-5 tasiyici yaprakli, kapitulumdan daha
uzun veya kisa olabilir. Involukrum dikdortgenimsiden yumurta sekline kadar sekil
alabilen 22-25x9-20 mm boyutlarindadir. Korolla pembeden mora kadar renk alabilen
18-24 mm uzunlugundadir. Akeni 3-5 mm uzunlugundadir. Papus 12-18 mm

uzunlugunda, diisiicii, kustiiyiimsii veya skabrittir (2).



4.1.3.1. isimlendirme

Cirsium tiirleri yetistikleri bolgelerde hizlica gogalmalar1 ve diger bitkilerin
yetismelerine engel olmalar1 sebebiyle halk arasinda “kéy gogerten, ¢arik kesen, hamur
kesen, su dikeni, korkenger, kazan kulpu, kangal dikeni, esek dikeni” olarak

bilinmektedir (13).
4.1.3.2. Yayihis1

Cirsium dirmilense tilkemiz i¢in endemik bir tiir olup bat1 ve glineybati Anadolu

(Antalya, Burdur, Isparta, Konya, Mugla) bolgesinde yayilis gostermektedir.

T

1<

L B

Sekil 1. Tirkiye’de Cirsium dirmilense’nin Yetistigi Alanlar




4.2. Cirsium Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Cirsium tiirleri lizerinde glinimiize kadar yapilan fitokimyasal ¢aligmalar asagida

tablolar halinde verilmistir.
4.2.1. Flavonoitler
4.2.1.1. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Flavon Bilesikleri ve Flavon Heterozitleri

Tablo 1. Flavon bilesikleri ve flavon heteroziti iceren Cirsium tiirleri

Luteolin ve Heterozitleri

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. albescens 14
C. arvense 15, 16, 17
C. chanroencium 18
C. echinus 19
C. hosogawa 14
C. japonicum 20, 21
C.japonicum var. australe 14
C. japonicum var. 22
spinosissimum
C. japonicum var. ussuriense 22,18
C. kawakamii f. variegatum 14
Luteolin C. Iineare__ 18
C. maackii 23
C. nipponicum 22,18
C. oleraceum 16, 24
C. palustre 16, 25
C. pendulum 22,18
C. rhinoceros 26
C. rivulare 16, 27
C. setidens 22,18
C. setosum 28,21
C. syriacum 29, 30
C. vallis-demonii 31
C. vulgare 16
C. chanroenicum 18
C. japonicum var. 22
spinosissimum
L uteolin-5-O-glukozit C. jfiponicum var. ussuriense 22,18
C. lineare 18
C. maackii 32,23
C. nipponicum 22,18
C. pendulum 22,18




Tablo 1. Flavon bilesikleri ve flavon heteroziti igeren Cirsium tiirleri (Devami)

Luteolin-5-O-glukozit C. setidens 22,18
C. albescens 14
C. chanroenicum 18
C. heterophyllum 33
C. hosogawa 14
C. inundatum 34
C. japonicum var. australe 14
C. japonicum var. ussuriense 18
C. kagamontanum 34
C. kamtschaticum 35
. . C. kawakamii 36
Luteolin-7-O-glukozit C. kawakamii f. variegatum 14
C. lineare 18
C. matsumuare 34
C. nipponicum 18
C. oleraceum 37
C. palustre 25, 38, 39
C. pectinellum 35
C. setidens 18
C. suffultum 35
C. wallichii 36
Luteolin 4’-0-$-glukozit C.heterophyllum 33
6-metoksiluteolin 7-metileter | C. lineare 40
(Sirsiliol)
5,3”,4’-trihidroksi-6,7- C. lineare 35
dimetoksiflavon (sirsiliol) 4’-
monoglukozit
Nepetin C. oligophyllum 41
Akasetin ve heterozitleri
OCHg
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. arvense 42
C. chanroenicum 18
C. japonicum 43
C. japonicum var. ussuriense 18
C. lineare 18
. C. nipponicum 18
Akasetin C. pendulum 18
C. rhinoceros 44
C. setidens 18
C. setosum 45, 46
C. souliei 47, 48
Cirsium sp. 49




Tablo 1. Flavon bilesikleri ve flavon heteroziti igeren Cirsium tiirleri (Devami)

C. albescens 14

C. arisanense yaprak 50

C. arvense yaprak 51

C. colaradense 52

C. esculentum 53

C. ferum 50

C. hosogawa 14

C. japonicum 54, 55, 43, 56, 21, 57,

C. japonicum var. australe 14

C. kamtschaticum 35

C. kawakamii f. variegatum 14
Akasatein 7-rutinozit (linarin, C. leducei 54
akasiin, budleozit) C. leo 54

C. oleraceum yaprak 58, 37, 59

C. pectinellum 35

C. pendulum 60

C. rhinoceros 26

C. rivulare 27

C. setidens 61

C. setosum 62, 63, 28, 45, 21, 64

C. soulei 47

C. suffultum 35

C. xanthocanthum 65

Cirsium sp. 49, 66
Akasatein 7-ramnoglukozit C. segetum 67

C. japonicum 68

C. otoyae 68
Akasatein ramnoglukozit C. pupuratum 68

C. yoshizawae 68

C microspicatum 68
Akasatein 7-4-D- C. arvense 69
glukuronidopiranozit
Akasetin 7-O-p-D-glukozit C. souliei 47

Apigenin

BILESIiK TUR KISIM | KAYNAK

C. arvense 16, 17

C. chanroenicum 18

C. japonicum 55

C. japonicum var. 22,18
Apigenin spiposiss_imum _

C. japonicum var. ussuriense 22

C. lineare 18

C. nipponicum 22,18, 70

C. oleraceum 16, 24

C. palustre 16, 25




Tablo 1. Flavon bilesikleri ve flavon heteroziti igeren Cirsium tiirleri (Devami)

C. pendulum 22,18

C. rhinoceros 71, 26

C. rivulare 16, 27

C. setidens 22,18
Apigenin C. setosum 72,28, 63, 73, 74

C. souliei 47, 48

C. syriacum 29, 30

C. vallis-demonii 31

C. vulgare 16

C. arvense 17

C. chanroenicum 18

C. japonicum var. ussuriense 18

C. lineare 18

— . C. nipponicum 18

Apigenin 7-O-glukozit C. palustre 55

C. pendulum 18

C. setidens 18

C. souliei 47

C. syriacum 29, 30

C. chanroenicum 18

C. japonicum var. ussuriense 18

C. lineare 18
Apigenin 7-O-glukuronit C. nipponicum 18

C. pendulum 18

C. rivulare 27

C. setidens 18
Apigenin 7-O- C. palustre 25
(6”metilglukuronit)
Apigenin 7-f-glukozit C. oleraceum 37

_— . . C. lanceolatum 75
Apigenin 7-O-diglukozit C. syriacum 30
Apigenin 7-ramnoglukozit C. arvense 17
Apigenin 7- -D- C. arvense 69
glukuronidopiranozit
Apigenin 7-O--D- C. setosum 45
butilglukuronit
Genkvanin-4'-0O-glukozit C. lanceolatum Olgun 75
cicek
Visenin-2 C. oligophyllum 41
Sirsimaritin ve Heterozitleri

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK

C. arvense 76
Sirsimaritin (Sirsitakaogenin) C. japonicum var. takaoense 77

C. rhinoceros 71

10




Tablo 1. Flavon bilesikleri ve flavon heteroziti igeren Cirsium tiirleri (Devami)

C. chanroenicum 18

C. japonicum 56

C. japonicum var. ussuriense 18

C. japonicum var. takaoense 77

C. lineare 18
Sirsimarin (Sirsitakaozit) C. nipponicum 18

C. pendulum 18

C. pendulum Biitiin 78

bitki

C. rhinoceros 44

C. setidens 18
Sirsimaritin-4'-O-rutinozit C. brevistylum 79

Pektolinarigenin ve Heterozitleri

OCHs

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK

C. arvense 76
Pektolinarigenin C. chanrognlcum g0

C. nipponicum 70

C. rhinoceros 71

C. arisanenese 50, 81

C. chanroenicum 80, 18

C. coloradense 52

C. ferum 50

C. inundatum 34

C. japonicum 55, 43, 21, 82, 68

C. japonicum var.
spinosissimum

22

C. japonicum var. takaoense 77

C. japonicum var. ussuriense 22,18

C. kagamontanum 34

C. kamtschaticum 35

C. leducei 54
Pektolinarin C. lineare 18

C. matsumurae 34

C. microspicatum 68

C. nipponicum 22,18, 83

C. oleraceum 58, 59

C. otoyae 68

C. pectinellum 35

C. pendulum 22,18

C. purpuratum 68

C. rhinoceros 26

C. setidens 61, 22, 18

C. setosum 21

C. suffultum 35

C. yoshizawae 68

11




Tablo 1. Flavon Bilesikleri ve Flavon Heteroziti igeren Cirsium Tiirleri (Devami)

Pektolinarigenin-7-0O- C. arvense 42
glukopiranozit C. rhinoceros 26
Pektolinarigenin 7-rutinozit C. oleraceum 37
Sirsilineol
OCH;

OH O
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Sirsilineol C. lineare 84, 40
5,4’-dihidroksi-6,7,3’-trimetoksiflavon C. lineare 35
(sirsilineol) 4’-monoglukozit

Baikalin
OH ou
o OH

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK

Baikalin C. segetum 85, 86

Diosmetin

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK

Diosmetin C. japonicum 43
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Tablo 1. Flavon Bilesikleri ve Flavon Heteroziti igeren Cirsium Tiirleri (Devami)

Trisin ve Heterozitleri

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Trisin C. palustre Cigek 25
baslar1

C. rivulare 27

C. setosum 63
Trisin-7-O-4-D-glukopiranozit | C. setosum 63
Trisin-5-O-glukozit C. arvense 76

Hispidulin ve Heterozitleri
HO.

H3CO
BIiLESIK TUR KISIM KAYNAK

C. japonicum 55
Hispidulin C. oligophyllum 41

C. rivulare 27

C. chanroenicum 18

C. japonicum 21,56

C. japonicum var. 22

spinosissimum
Hispidulin 7-O-neohesperidozit C. Japonicum var. ussuriense 22,18

C. lineare 18

C. nipponicum 22,18

C. pendulum 22,18

C. setidens 22,18

C. setosum 21
Hispidulin 7-O-glukozit C. palustre Cicek baslari 25
Hispidulin 4'-glukozit C. oligophyllum 41
Hispidulin 7,4'-glukozit C. oligophyllum 41
Hispidulin-7-O-a-L- C. rhinoceros 26
ramnopiranozil-(1—2)-4-D-
glukopiranozit

13




4.2.1.2. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Flavonol Bilesikleri ve Flavonol

Heterozitleri

Tablo 2. Flavonol Bilesikleri ve Flavonol Heteroziti Igeren Cirsium Tiirleri

Kemferol ve Heterozitleri

BIiLESIK T KISIM | KAYNAK
C. arvense 16
C. oleraceum 16
C. palustre 16
Kemferol C. rivulare 16
C. syriacum Toprak 30
usti
C. vulgare 16
C. arvense 87
3-0-metilkemferol g O'ﬁrace”m — ;4
(izokemferit) - QEghe Cige S
baglar1
C. setosum 72,88
5,7-dihidroksi-6,4'- C. esculentum 53
dimetoksiflavon
4'-metilkemferol (Kemferit) C. souliei 48
Izokemferit 7-O-glukozit Ealustrg Cigek 25
baslar1
Kemferol-7-O-metileter C.vallis-demonii 31
Kemferol-3-O-glukozit C. lanceolatum 5
(Astragalin) C. palustre 25
C. setosum 73,74
Kemferol-3-O-galaktozit C. arvense 76
. C. syriacum 29
Kemferol-3-O-ramnozit C vallis-demonii 31
Siparunozit C. nipponicum 70
C. echinus 19
Rutin C. esculentum 89
C. segetum 86, 67
C. setosum 72, 28,90
Kersetin ve Heterozitleri
OH
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Kersetin C. japonicum 43
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Tablo 2. Flavonol Bilesikleri ve Flavonol Heteroziti Igeren Cirsium Tiirleri (Devami)

Kersetin C. lineare 91
C. oleraceum 58

Kersetin-7-O-metileter C. vallis-demonii 31
. . C. lanceolatum 75
Kersetin-3-O-glukozit C. setosum 88
3-O-metilkersetin C. oleraceum 58
Kersetin-3-O-galaktozit C. Ian.ceolatum 5
(Hiperin, hiperozit) C. setidens 61
' C. setosum 88
Kersetin-3-O-digalaktozit C. arvense 76
Kersetin-3-O-ramnoglikozit C. arvense 76

4.2.1.3. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Bazi Flavanon Bilesikleri ve Flavanon
Heterozitleri

Tablo 3. Flavanon Bilesikleri Ve Flavanon Heteroziti iceren Cirsium Tiirleri

Naringenin

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Naringenin C. vallis-demonii 31

4.2.2. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Triterpenik Bilesikler

Tablo 4. Triterpenik Bilesikleri iceren Cirsium Tiirleri

Asetil-a-Amirin

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK

Asetil-a-amirin C. vallis-demonii 31

15



Tablo 4. Triterpenik Bilesikleri iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

p-Amirin ve tiirevleri

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. canum Kokleri 92
C. carolinianum 92
S-amirin C. hypoleucum 92
C. oleraceum 93, 94
C. setosum 95
. . C. japonicum 96
Asetil-f-antig C. vallis-demonii 31
Oleanolik asit
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Oleanolik asit C. segetum 86
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. canum Kokleri 92
Lupeol C. carolinianum 92
P C. hypoleucum 92
C. oleraceum 93, 94

16




Tablo 4. Triterpenik Bilesikleri iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

L upeol C. setosum 95
P C. vallis-demonii 31
Asetillupeol C. vallis-demonii 31
Lupenon
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Lupenon C. setosum 95
Epilupeolasetat
o}
)J\O,M
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Epilupeolasetat C. nipponicum 70
Lupeol asetat (lupenil asetat)
oéj’\O
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Lupeol asetat C. setosum 95
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Tablo 4. Triterpenik Bilesikleri iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

Taraksasterol ve tiirevleri

I"l,

HO
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. arvense 97
C. canum Kokleri 92
C. carolinianum 92
Taraksasterol C. hypoleucum 92
C. oleraceum 93, 94
C. segetum 98
C. setosum 95, 73, 74
- taraksasterol C. oleraceum 93, 94
4 C. pendulum 60
C. japonicum 96
- taraksasterol asetat X.. OleragElin 93, 94
4 C. segetum 98
C. setosum 95
. C. setosum 72
Psodotaraksasterol C texanum 99
C. oleraceum 94
Taraksasterol asetat C_setosum 95
Psodotaraksasteril asetot C. setosum 72
C. texanum 99
Taraksasteron C. setosum 95
- taraksasteron C. setosum 95
Marsformoksit B
(o]
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Marsformoksit B C. setosum 95
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Tablo 4. Triterpenik Bilesikleri iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

a-Amirenon

S
S
s

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
a-Amirenon C. setosum 95
p-Amirenon
°© %
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
S -Amirenon C. setosum 95
4.2.3. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Seskiterpenler
Tablo 5. Seskiterpen iceren Cirsium Tiirleri
Siperenil asetat
HaC,
/
0
ch/&o
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Siperenil asetat C.dipsacolepis 100
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Tablo 5. Seskiterpen igeren Cirsium Tiirleri (Devami)

Siperenal
HsC,
i
)
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Siperenal C.dipsacolepis 100

4.2.4. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Steroidal Bilesikler

Tablo 6. Steroidal Bilesikler Igeren Cirsium Tiirleri

f-Sitosterol
HO
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. echinus 19
C. esculentum 53
C. henryi 101
C. japonicum 96
C. lineare 91
. C. nipponicum 70
f-Sitosterol C. oleraceum 93
C. pendulum 60
C. segetum 98
C. setosum 102, 72, 63
C. souliei 47, 48
C. syriacum 30
f-Sitosterol tiirevleri ve heterozitleri
Acilglikozil g-sitosterol C. setidens 103
C. japonicum 43
C. setidens 103
p-sitosterol glukozit C. setosum 45
(daukosterol) C. souliei 47,48
C. syriacum 30
C. vallis-demonii 31
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Tablo 6. Steroidal Bilesikler Igeren Cirsium Tiirleri (Devami)

Stigmasterol

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. arvense 97
C. japonicum 96
Stigmasterol C. lingdlP L
g C. oleraceum 93
C. segetum 98
C. setosum 102
. C. japonicum 43
St OO [Clinear o
g P C. segetum 85

a-spinasterol

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK

a-spinasterol C. pendulum 60
Ergosta-4,24 (28)-dien-3-on
(0]

BILESIK TUR KISIM | KAYNAK

Ergosta-4,24 (28)-dien-3-on C. setosum 102
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Tablo 6. Steroidal Bilesikler Igeren Cirsium Tiirleri (Devami)

Stigmast-4-en-3-on

BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Stigmast-4-en-3-on C. setosum 102
4.2.5. Cirsium Tiirlerinde Bulunan Fenolik Asitler
Tablo 7. Fenolik Asit iceren Cirsium Tiirleri
Gallik asit
O. OH
OH
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Gallik asit C. vulgare 104
Vanilik asit
@) OH
OCHg
OH
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. henryi 105
Vanilik asit C. lanceolatum 75
C. vulgare 104
4-0O-p-glukozilvanilik asit C. vallis-demonii 31
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Tablo 7. Fenolik Asit iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

Gentisik asit
@] OH
HO
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Gentisik asit C. vulgare 104
p-Kumarik asit
O
WOH
HO
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. japonicum 55
p-Kumarik asit C. lanceolatum Olgun 75
cigcek
Kafeik asit
0]
HO
w OH
HO
BILESIK TUR KISIM KAYNAK
C. arvense 106
C. japonicum 55
Kafeik asit C. lanceolatum Olgun ¢icek 75
C. segetum 85
C. setosum 28, 63
C. vulgare 104
Kafeik asit metil esteri C. setidens 61
Ferulik asit
O
H3CO
3 w OH
HO
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Ferulik asit C. lanceolatum Olgun 75
cicek




Tablo 7. Fenolik Asit iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

Protokatesik asit
COOH
OH
OH
BILESIK TUR KISIM KAYNAK
C. henryi 105
Protokatesik asit C. lanceolatum ngun 75
cicek
C. vulgare 104
Klorojenik asit ve tiirevleri
HO. _cooH
O
HOW Y7 Mo
OH
OH
OH
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. arvense 106
C. esculentum 53, 89
C. japonicum 107, 57
Klorojenik asit C. pendulum 60
C. segetum 85
C. setidens 61
C. setosum 62, 28
Me klorojenat C. pendulum 60
p-hidroksisinnamik asit
@)
X OH
HO
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
p-hidroksisinnamik asit C. henryi 105, 101
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Tablo 7. Fenolik asit iceren Cirsium Tiirleri (Devami)

Fumarik asit
O
HO
| X OH
O
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. arisanense 81
o C. henryi 101
Fumarik asit C. kawakamii 36
C. wallichii 36

4.2.6. Cirsium Tiirlerinde Kumarin Halkas: iceren Bilesikler

Tablo 8. Kumarin Halkas: Igeren Bilesiklerin Bulundugu Cirsium Tiirleri

Skopoletin
H3CO
3 AN
HO (@) Q
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Skopoletin C. arvense 42
C. rhinoceros 44
4.2.7. CirsiumTiirlerinde Bulunan Baz1 Yag Asitleri
Tablo 9. Yag Asiti Igeren Cirsium Tiirleri
Palmitik asit
HOW
O
BILESIK TUR KISIM KAYNAK
Palmitik asit C. japonicum 108
(Hekzadekanoik asit) C. setidens 103
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4.2.8. Cirsium tiirlerinde Bulunan Lignanlar

Tablo 10. Lignan iceren Cirsium Tiirleri

Arktiin
HsC—O,
Glukoz
Hsc/o—;z :>— o
X0 O—CHj3
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Arktiin C. arvense 109
Arktigenin
o)
o) 0O O_CH3
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Arktigenin C. arvense 109
Trakelozit
o)
o _Glukoz
HsC™ O— %
X0 O—CHg
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
C. arvense 109
Trakelozit C. japonicum 55
C. vulgare 110
Trakelogenin
o)
Hsc/o@“ OH
X0 O—CHg _
BILESIK TUR KISIM | KAYNAK
Trakelogenin C. arvense 109
Balanofonin
HO\
BIiLESIK TUR KISIM | KAYNAK
Balanofonin C. vulgare 110
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4.2.9. Cirsium tiirlerinde Bulunan Ucucu Yag Bilesikleri

Tablo 11. Ugucu Yag Iceren Cirsium Tiirleri

ANA BILESEN TUR KISIM | KAYNAK
Limonen C. rivulare 111
4-Pinen C. p_alustre 111
C. rivulare 111
. C. palustre 111
f-Pinen C. rivulare 111
C. palustre 111
Kamfen C. rivulare 111
Linalol C. arvense 112
Pentadekanoik asit C. japonicum 108
Palmitik asit C. japonicum 108
Miristik asit C. japonicum 108

4.3. Cirsium Tiirlerinin Kullamilis1 ve Biyolojik Aktiviteleri
4.3.1. Cirsium Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanilisi

Cirsium tiirleri tilkemizde halk arasinda “koy gogerten, ¢arik kesen, hamur kesen,
su dikeni, korkenger, kazan kulpu, kangal dikeni, esek dikeni” olarak bilinmektedir.
Ulkemizde bu tiirler halk arasinda cicekleri peptik iilser tedavisinde, govde kismi
oksiiriik ve bronsit hastaliginin tedavisinde, tohum ve koklerinin dekoksiyonu ise

hemoroit agrilar igin kullanilmaktadir (13).

C. chanroenicum’un toprak tstii kisimlar1 Cin tibbinda detoksifikasyon igin, ates

diisiirtici olarak ve kan dolagimini artirmada kullanilmaktadir (80).

C. rhinoceros halk arasinda 6dem, kanama, kan iseme ve kan kusma gibi

hastaliklarin tedavisinde diger Cirsium bitkileri ile birlikte kullanilmaktadir (26, 44).

Cirsium tiirleri Kore’de halk arasinda kanama, karaciger ve bobrek iltihaplanmast,

karin ve bagirsak agrist gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (23).

C. setidens Kore’de kanamayi durdurma, kan kusma, idrarda kan goriilmesi ve
hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (113). Ayrica taze yaprak

ve govdesi protein, kalsiyum ve A vitamini agisindan zengindir ve yenilebilmektedir.

C. japonicum var. ussuriense nin toprak tstii kismi dogu tibbinda tonik, midede
sindirimi kolaylastirci, iltihab1 6nleyici, panzehir, idrar soktiiriicii ve sinir agrisina karsi

ve salatalarda kullanilmaktadir (10).
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C. rivulare Polonya’da geleneksel olarak anksiyeteye karsit kullanilmaktadir,

ayrica antimitotik 6zelligi oldugu da belirtilmektedir (114).

C. maritimum Japonya’da halk arasinda bel soguklugu, kan tiikkiirme ve yanik
tedavisinde kullanilmakta ve baharm ilk donemlerinde salamura sebze olarak
yenilmektedir (115).

C. tenoreanum Italya’da varisli damarlarin tedavisinde kullanilmaktadir (8).

Cirsium bitkisinin kokleri Japon ve Cin farmakopelerinde kanamayi durdurucu

ajan olarak kayithidir ve Cin tibbinda idrar soktiirticii olarak kullanilmaktadir (108).

Geleneksel bir Cin ilaci olan “Herb Cirsii japonicii”, romatoit artrit, kan kusma ve
kan iseme gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan C. japonicum’dur (116). C.
japonicum Cin’de halk arasinda akciger kanseri, rahim kanseri, kan kanserinin
tedavisinde kullanilmaktadir (117). C. japonicum agiz kokusunun tedavisi igin
hazirlanan dis macununda kullanilan bitkiler arasindadir (118). C. japonicum iyi huylu
prostatin geligimi ile ilgili olarak idrarda kan goriilmesinin tedavisinde kullanilan
dekoksiyonun terkibinde bulunmaktadir. Ucuz, kolay hazirlanabilen, diisiik toksisite ve
yan etkili ve fevkalade iyilestirici etkisi bu dekoksiyonun avantajlarindandir (119). C.
japonicum akut siniizit tedavisinde geleneksel Cin tibbinda hazirlanan bitki
karisimlarinin dekoksiyonunda kullanilan bitkilerden biridir (120). C. japonicum var.
ussuriense antienflamatuvar etkisinden dolayr Kore’de halk arasinda kullanilmaktadir
(121).

Cin farmakopesinde C. setosum, Japon farmakopesinde C. japonicum bitkilerinin

kanama ve iltihap tedavisinde dahili ve harici kullanimi1 kayitlidir (21).

C. setosum geleneksel Cin tibbinda kanamay1 durdurucu ve iltihap 6nleyici olarak
kullanilmaktadir (28). Prostat tedavisi i¢in agizdan alinan soliisyonda C. setosum da
bulunmaktadir (122).

C. dipsacolepsis Japonya’da “yamagobo” olarak bilinmekte, kokleri yenilmekte,

salamurasi yapilmakta, giizel tadindan dolay1 etli yemeklerde kullanilmaktadir (123).

C. arvense ve C. oleraceum Polonya’da idrar soktiiriicii, kanamay1 durdurucu,

antienflamatuvar ve astrenjan olarak kullanilmaktadir (124).
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C. arisanense sulu ekstresi Tayvan’da halk arasinda karacigeri koruyucu olarak
kullanilmaktadir (125).

C. chlorolepis kokleri Cin’de halk arasinda kan iseme ve kemik kiriklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (126).

Cirsium cinsinin birgok tiirii Italya’da halk arasinda kolagog olarak
kullanilmaktadir (127). C. dipsacolepis kokleri Japonya’da tursu olarak tiiketilmektedir
(128).

4.3.2. Cirsium Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyolojik Aktivite Calismalari

Cirsium tiirleri tizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalar1 bu tiirlerin
antikanser (117), antienflamatuvar etki (80), anti-adipojenik (129), antioksidan (20, 130,
124), antiobezite (131), antidepresan (132, 133), karaciger koruyucu (134, 125, 135),
timor hiicrelerinde apoptozis (136) ve lipolizi destekleyici (137) etkilere sahip

oldugunu gostermistir.

C. setidens’in antioksidan etkisi ile siganlarda karaciger hasarini Onledigi
gozlenmistir (113). Benzer bir ¢alisma da, C. japonicum var. ussuriense iizerinde

yapilmis ve hepatik lipit peroksidasyonunu azalttig1 gézlenmistir (10).

Yapilan bir ¢alismada Kore’de 6 Cirsium tiirtintin (Cirsium lineare, C.
chanroenicum, C. setidens, C. japonicum var. ussuriense, C. nipponicum, C. pendulum)

antioksidan aktivitesi DPPH ve peroksinitrit ile 6l¢tilmiistiir (18).

Cirsium tiirlerine ait ekstrelerde antioksidan ve antibakteriyal etki bulundugu

belirtilmektedir (114, 124, 138-140).

C. setosum ve C. japonicum tiirlerinin flavonlarmin kanser hiicrelerini inhibe
ettikleri belirtilmektedir (117). C. japonicum tiiriniin antioksidan ve antidiyabetik

aktivitesinin oldugu saptanmustir (139).

Cirsium tiirlerinin kimyasal analizi ile ilgili yapilan bir ¢alismada 92 tiiriin
sekonder metabolitleri ve biyolojik aktivitelerine yer verilmistir. Bu ¢alismada Cirsium
tiirlerinde flavonoitler, steroller ve triterpenler, alkaloitler, poliasetilenler, asetilenler ve
hidrokarbonlar, seskiterpen laktonlar, fenolik asitler, lignanlar ve bazi diger maddelerin
bulundugu rapor edilmistir. Yine bu tiirlerin antienflamatuvar, antispazmotik,

antibakterial, antimikrobial, bocek o6ldiiriicii etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (141).
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Cirsium tiirlerinden izole edilen pektolinarin’in sedatif etkisi oldugu

belirtilmektedir (61).

Polonya’da yayilis gosteren C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare ve
C. vulgare tiirlerinin antioksidan aktivite ve toplam fenolik bilesimini igeren bir ¢alisma
bulunmaktadir (124). Bu calismada antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde

miktar1 agisindan pozitif korelasyonlarin oldugu belirtilmektedir.

C. esculentum tiiriinden izole edilen pektik polisakkaritin (cirsiuman) kimyasal
bilesimi ve pozitif bagisiklik aktiviteye sahip oldugu ile ilgili yapilmis c¢alisma
bulunmaktadir (142).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Fitokimyasal Calismalar

5.1.1. Kullanilan Materyal, Alet ve Yontemler
5.1.1.1. Bitki Materyali

C. dirmilense: Karaman: Sariveliler - Alanya, Turcalar - Alanya 10. km (1600 m
yiikseklikten), 17.08.2014 tarihinde, Dirmenci 4292, Arabaci & Yazici, toplanmustir.

Tiir teshisi Prof. Dr. Tuncay Dirmenci tarafindan yapilmistir. Bitkinin agik havada
ve goOlgede kurutulmus toprakiistii kismi laboratuvarda bir degirmen yardimiyla toz
edilerek cam kavanozda saklanmistir. Toz haline getirilen bu bitki ¢alismamizda

kullanilmastir.
5.1.1.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler
5.1.1.2.1. Kimyasal kati maddeler
Vanilin (Fluka)
5.1.1.2.2. Coziiciiler
Etil asetat, metanol, n-hekzan, kloroform, asetik asit.
5.1.1.2.3. Belirtegler

Vanilin / H,SO,4: Vanilin’in derisik silfiirik asit’teki % 1’lik ¢ozeltisi.

Piiskiirtmeden sonra 110 °C’de 1sitilir.
5.1.1.2.4. Adsorbanlar
Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Adsorbanlar

Yontem Adsorban
iTK o Normal faz silika jel

(Hazir aliminyum plak, Kieselgel 60 Fjs4, 0.2 mm, 20x20 cm, Merck 5554)
PITK o Normal faz silika jel

(Hazir aliminyum plak, Kieselgel 60 Fys,, 0.2 mm, 20x20 cm, Merck 5554)

o Normal faz silika jel
(Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm Merck 9385 ve
KK Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm, Merck 7734)

o Sefadeks (Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich, LH-20-100)
o Ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 wm, Merck 9303)
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5.1.1.2.5. Coziicii sistemleri

Kromatografik ¢aligmalarda kullanilan ¢oziicii sistemleri Tablo 13 *de verilmistir.

Tablo 13. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢oziicii sistemleri

Solvan sistemi Yontem
CHCl3:MeOH:H,0 (90:10:1) SK
CHCl3:MeOH:H,0 (80:20:2) SK, iITK
CHCl;:MeOH:H,0 (70:30:3) PITK, ITK, SK
CHCl3:MeOH:H,0 (50:50:5) SK, iITK
H,0:MeOH (95:5-0:100) TF-SK
EtOAc:MeOH:H,0 (7:2:1) ITK, SK
n-hekzan:EtOAc:CH;COOH (80:20:1) ITK
n-Hekzan:EtOAc (90:10, 80:20, 70:30, 50:50) SK
Etil asetat SK
MeOH SFK, TF-SK

ITK : Silika jel ince tabaka kromatografisi

SK : Silika jel kolon kromatografisi,

SFK : Sefadeks kolon kromatagrafisi,

TF-SK - Ters faz silika jel kolon kromatagrafisi

PITK : Preparatif ince tabaka kromatografisi

5.1.1.2.6. Aletler ve Cihazlar

Etiiv : Memmert Typ: UM 500

Hassas Terazi : Scaltec SBA 31

Kolon . Isolab Germany

Mantolu 1sitict : Barnstead Electrothermal EM5000/C

Rotavapor : Heidolph WB Laborota 4000

Terazi : Precisa XB 620M

Ultrasonik Banyo : Bandelin Sonorex RK 255 H

UV Lambasi : Mineralight UVGL -58

Vakum Pompasi : Millipore Model No: WP6122050

NMR Spektrometresi : Varian Mercury plus
400 MHz (*H-NMR), 100 MHz (*C-NMR).
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5.1.1.3. Kromatografik Yontemler
5.1.1.3.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Izolasyon calismalar1 esnasinda normal faz ve ters faz silika jel kapli hazir

aliiminyum plaklar kullanilmistir.

Tatbikler pastor pipeti kullanilarak plagin alt ucunun 1 cm yukarisindan ve 0.6 cm
aralikli olacak sekilde yapilmistir. ITK’da kullanilan ¢oziicii sistemleri Tablo 13°de
verilmistir. Sigma kromatografi tankina (29x27x10 cm veya 14x12x10 cm) konulan

plaklar oda sicakliginda 7-10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Lekeler UVys4 / UV3gs nm dalga boyunda UV lambasi altinda ve tayin edilen
bilesige karakteristik belirte¢ kullanilarak belirlenmistir.

5.1.1.3.2. Kolon Kromatografisi (KK)

Izolasyon ¢alismalarimizda adsorban olarak normal faz silika jel, ters faz silika jel
ve Sefadeks LH-20 kullanilarak kolon kromatografisi yontemlerinden yararlanilmistir.
Fraksiyonlar 6n fraksiyonlama isleminde 50’ser mL, saflastirma asamalarinda ise 5-10
mL toplanmustir ve kontrolleri iTK yardimi ile yapilmistir. Benzer R¢ degerine sahip

maddeleri igeren fraksiyonlar birlestirilerek kuruluga kadar ugurulmustur.
Kolon Hazirlanmasi:

- Normal faz silika jel kolon kromatografisi (SK): Uygun miktarda tartilan
silika jel, yeterli miktarda ¢oziicii sistemi ile siispande hale getirilmis ve bu karisim, alt
ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir. Kolondan yeterli miktar ¢oziicii
sistemi (Tablo 13) gecirilerek, adsorbanin yerlesmesi saglanmig ve kolon numune

tatbigine hazir hale getirilmistir.

- Sefadeks LH-20 kolon kromatografisi (SFK): 10-50 g Sefadeks LH-20, yeterli
miktar metanol ile karistirilmistir. Dolgu materyali, alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam
kolona doldurulmus ve iyice yerlesene kadar kolondan metanol gegirilmistir. Coziicti
adsorbanin tizerinde akitilmig, kolondaki adsorbanin yiizeyi diizeltilmis ve metanolde

¢Oziilen numune tatbik edilmistir.
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- Ters faz silika jel kolon kromatografisi (TF-SK): 10-50 g ters faz silika jel,
yeterli miktar metanol ile karistirilmistir. Dolgu materyali, alt ucuna pamuk
yerlestirilmis cam kolona alinmistir. Coziicii adsorbanin {izerinde akitilmis, kolondaki

adsorbanin ylizeyi diizeltildikten sonra metanolde ¢6ziilen numune tatbik edilmistir.
Numune Tatbiki: Kuru tatbik yontemi ile numune tatbigi yapilmistir.

Kuru tatbik: Bu yontem silika jel kolona numune tatbigi yaparken kullanilmistir.
Numune en iyl ¢oziindiigli ¢oziicii ile ¢oziilmiis ve kolon hazirlamada kullanilan
adsorban ve numune miktar1 da géz Oniinde tutularak yeterli miktarda adsorban ile
karistirilmistir. Adsorbanin ¢dzeltiyi iyice adsorbe etmesi ve kurumasi saglandiktan
sonra, kuru haldeyken tatbik i¢in hazirlanmis kolona aktarilmis ve ¢oziicii sistemi ilave

edilerek eliisyona baglanmistir.
5.1.2. Ekstraksiyon

C. dirmilense bitkisinin golgede kurutulmus ve degirmen yardimiyla toz haline
getirilmis c¢igekli toprakiistii kisimlari (220 g) 1500 mL metanol ile 30 °C’lik su
banyosunda, ¢alkalayicida 6 saat ekstre edilerek siiziilmiistiir. Bu islem 3 kez
tekrarlandiktan sonra siiziintliler birlestirilerek evaporatdr yardimiyla kuruluga kadar
ucurulmustur. Elde edilen 24,75 g ham metanol ekstresi 300 mL su:metanol (9:1)
karisiminda siispande edildikten sonra 1 L’lik ayirma hunisine alimmistir. Ayirma
hunisinde, sirasiyla, kloroform (300 mL x 3 kez) ve etil asetat (300 mL x 3 kez) ile
partitisyon gerceklestirilmistir. Elde edilen kloroform, etil asetat ve arta kalan su fazlari,
evaporatdrde kuruluga kadar yogunlastirilarak alt fraksiyonlar elde edilmistir. Bu
islemler sonucunda 9,8 g klorofom ekstresi, 1,2 g etil asetat ekstresi ve 12,6 g su
ekstresi elde edilmistir.
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5.1.3. izolasyon Cahsmalari
5.1.3.1. Kloroform Fraksiyonu Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalari

9,8 g kloroform ekstresi 20 g silika jelle karistirilarak kurutulmustur. Daha sonra
60 g silika jel kolona (3,5 cm x 40 cm) alinarak 100 mL n-hekzan ile eliisyona
baslanmigtir. Etil asetatin artan oranlarinda (90:10, 80:20, 70:30, 50:50)

fraksiyonlamaya devam edilmistir. 66 fraksiyon toplanmustir.

Kolondan toplanan fraksiyonlardan ITK ¢alismalar1 sonucunda belirlenen
kromatogramlarda benzer R degerine sahip maddeler birlestirilmistir. Ince tabaka
kromatografisinde n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3, 5:5) c¢ozici sistemleri

kullanilmistir.
5.1.3.1.1. CDK-1, CDK-2 CDK-3 ve CDK-4 Bilesiklerinin izolasyonu

Kloroform fraksiyonu {izerinde yapilan ilk silika jel kolonun 24.-27. Fraksiyonlari
birlestirilip kurutulmustur. Daha sonra 20 g silika jel bulunan kolonda (2 cm x 40 cm)
n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢oziicii sistemi kullanilarak eliisyon gergeklestirilmistir. 14
fraksiyon toplanmistir. 2. fraksiyon (20 mg) n-hekzan:etilasetat:asetik asit (80:20:1)
¢oziicii sisteminde, ITK yontemi ile kontrol edilmis ve plakta tek leke verdigi
gozlenmistir. Yapilan 'H-NMR ve C-NMR spektrumlari yardimiyla, karisimda
bulunan maddelere CDK-1, CDK-2 CDK-3 ve CDK-4 kodlar1 verilmistir.
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Cirsium dirmilense
Cicekli Toprakisti Kismi
(220g)

Kloroform Fazi
(9,8 g)

Silika jel KK
n-hekzan:EtOAc

(100:0, 90:10,..., 50:50)

24 -27.
Fraksiyonlar
Birlestirildi

Silika jel KK
n-hekzan:EtOAc
(80:20)

Fraksiyon 3-4
(70 mg)

CDK-1 = CDK-2 CDK-3

Metanol 1,5 L

CDK-4

Metanol Ekstresi
(24,75 g)

H,0:MeOH (9:1)
Siraslyla
kloroform ve etil
asetat partitisyon

Etil Asetat
Fazi (1,2g)

Sekil 2. Cirsium dirmilense Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalari
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5.1.4. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Fenolik Bilesiklerin Analizi
Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart bilesikler olarak, 13 fenolik bilesik, gallik asit, protokatesik asit,
protokatekuik aldehit, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit,
vanilin, siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, benzoik asit
kullanilmistir. Oncelikle, herbir standart maddenin stok ¢ozeltisi (100 ppm) hazirlanmis
ve 0.45 um membran filtreden siiziilmiistiir. Biitiin standart ¢ozeltilerin karisimiyla bir
stok ¢ozelti hazirlanmigtir (100 ppm). Kalibrasyon egrisi elde etmek igin, standartlarin

karisiminin stok ¢ozeltisi 5-100 ppm konsantrasyon araliginda seyreltilmistir.
C. dirmilense Metanol Ekstresinin YBSK Calismalar icin Hazirlanmasi

C. dirmilense’nin kurutulmus ve toz edilmis toprakiistii kismi1 12 saat metanolde
oda sicakliginda ekstre edilmis, siiziilmiis ve vakum altinda yogunlastirilmistir. EKstre

YBSK grade metanolde (10 mg/mL) ¢6ziilmiis ve 0.45 pm membrandan siiziilmiistiir.
YBSK Calisma Sartlari

Modifiye edilmis bir yontem kullanilarak, 13 fenolik bilesigin ve metanol
ekstresinin parmakizi kromatogramlar1 alinmis ve metanol ekstresinde bulunan fenolik

bilesiklerin miktar1 tayin edilmistir.
Kromatografik Analiz Kosullari

Metanol ekstresinde fenolik bilesiklerin YBSK analizi asagida belirtilen sartlarda

incelenmistir.

Kolon : C18 kolon (15 cm x 4.6 mm, 5 pm)

DalgaBoyu :270nm

Kolon sicakhg : 25 °C

Mobil Faz:
A: %0.5 (v/v) asetik asit (su/asetonitril (50:50) )
B: %2 (v/v) asetik asit (su )

Enjeksiyon Hacmi: 20 pL

Analiz Siiresi: 41 dk
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Akis Hizi: 1.2 mL/dk
Eliisyon Tipi: Gradient Eliisyon

Tablo 14. Gradient Eliisyon Basamaklar1

Mobil Faz (A) Mobil Faz (B) Zaman (dk)
%5 %95 0
%65 %35 41

5.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
5.2.1. Metanol Ektresinin Tirozinaz Enzimi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi
5.2.1.1. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu

10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan metanol ekstresinin potasyum fosfat
tamponu (pH= 6.8) ile 25, 50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde
diliisyonlar1 hazirlanacaktir. Ekstrenin tirozinaz inhibisyon kapasitesi, 3,4-dihidroksi-L-
fenilalanin (L-DOPA)’in substrat olarak kullanildigi Likhitwitayawuid ve Sritularak
tarafindan modifiye edilen yontem ile spektrofotometrik olarak tayin edilecektir (143).
Pozitif kontrol i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (25, 50, 100 ve 500 pg/mL)
alfa-kojik asit kullanilacaktir. Orneklerin  Slgiimleri  96-kuyucuklu — mikroplak
kullanilarak, ELISA okuyucuda gergeklestirilecektir. Deney protokolii A, B, C ve D
karigimlari olarak hazirlanacaktir. A, 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 pL tirozinaz
soliisyonu (46 linit/mL); B, 160 puL fosfat tamponu (pH 6.8); C, 80 uL fosfat tamponu
(pH 6.8), 40 uL tirozinaz soliisyonu (46 linit/ mL), 40 pL 6rnek soliisyonu; D, 120 puL
fosfat tamponu (pH 6.8), 40 uL 6rnek soliisyonu eklenecek ve karigimlar 23 °C’de 10
dk inkiibasyona birakildiktan sonra her bir karisima 40 uL L-DOPA ¢ozeltisi konulacak
ve tekrar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilacaktir. Inkiibasyon sonrasinda
mikroplaklar ELISA cihazina yerlestirilerek, oOrnekler ve kontrol numunesinin
absorbanslar1 490 nm dalga boyunda okunarak, ilgili kuyucuklara ait absorbanslar
formiilde yerlerine yazilarak hesaplanacaktir. Her 6rnek 4 paralel olarak calisilacak ve
sonuglar 4 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak

verilecektir (144).

%Inhibisyon = [ [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) ] x100
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5.2.1.2. Tirozinaz Enzim Aktivasyonu

10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan metanol ekstresinin potasyum fosfat
tamponu (pH=6.8) ile 25, 50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde
diliisyonlar1 hazirlanacaktir. Ekstrenin tirozinaz aktivasyon kapasitesi, 3,4-dihidroksi-L-
fenilalanin’in (L-DOPA) substrat olarak kullanildigi, spektrofotometrik yontem ile tayin
edilecektir (143). Pozitif kontrol igin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (25, 50, 100
ve 500 pg/mL) 8-metoksipsoralen kullanilacaktir. Orneklerin dl¢iimleri 96-kuyucuklu
mikroplak kullanilarak, ELISA okuyucuda gerceklestirilecektir. Deney protokolii A, B,
C ve D karisimlart olarak hazirlanacaktir. A, 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 pL
tirozinaz soliisyonu (46 iinit/mL); B, 160 uL fosfat tamponu (pH 6.8); C, 80 uL fosfat
tamponu (pH 6.8), 40 pL tirozinaz soliisyonu (46 iinit/ mL), 40 pL 6rnek soliisyonu; D,
120 pL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 pL 6rnek soliisyonu eklenecek ve karisimlar 23
°C’de 10 dk inkiibasyona birakildiktan sonra her bir karigima 40 pL. L-DOPA ¢o6zeltisi
konulacak ve tekrar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilacaktir. Inkiibasyon sonrasinda
mikroplaklar ELISA cihazina yerlestirilerek, Ornekler ve kontrol numunesinin
absorbanslart 490 nm dalga boyunda okunacak ve tirozinaz inhibisyonlar1 asagida
verilen formiile gore hesaplanacaktir. Her 6rnek 4 paralel olarak calisilacak ve sonuglar
4 deneyden elde edilen % aktivasyonlarin ortalamast =+ standart sapma olarak

verilecektir (144).

%Aktivasyon = [ [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) ] x100

5.2.2. Metanol Ekstresinin Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Enzimi Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Kolinesteraz inhibitor aktivite Ellman’s yontemi kullanilarak 96 kuyucuklu

mikroplakalarda ol¢iilmiistiir (95).

Ellman Yontemi: Her iki enzim inhibisyon ¢alismasi bazi modifikasyonlar
yapilarak yine Ellman metodu kullanilarak yapilacaktir. 96 kuyucuklu plate kullanilarak
ekstrelerin yar1 yariya seyreltilerek hazirlanan konsantrasyonlar1 her bir kuyucuga 25
uL eklenecektir. Uzerine 15 mM, 25 pL ATCI veya biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI)’iin

sudaki ¢ozeltileri ve 3 mM, 125 pL DTNB’nin tamponda hazirlanmis ¢6zeltisi ve bunu
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takiben 50 pL tampon her bir kuyucuga eklenecektir. Bu karisimin 405 nm’de her 45
sn’de bir toplam 3 kez olmak iizere absorbans degerleri 6l¢iilecektir. Ardindan her bir
kuyucuga 25 pL 0.2 U/mL konsantrasyonda Tris HCl tamponunda hazirlanmis
asetilkolinesteraz veya biitirilkolinesteraz ¢ozeltileri eklenecektir. Absorbans degerleri
yine her 45 sn’de bir, toplam 5 kez olmak iizere dlgiilecek ve % inhibisyon degerleri

hesaplanacaktir (95).

Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu: Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor
aktivite Ellman ve ark. tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis spektrofotometrik
Ellman yontemi kullanilarak tayin edilecektir. Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan
baligit AChE’1 kullanilirken, substrat olarak asetiltiyokoliniyodiir, 5,5’-Ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik)asit ise renklendirici madde olarak kullanilacaktir. Hazirlanan metanol
ekstreleri tartilarak etanolde (% 75) ¢oziilecek ve drneklerden hareketle 25, 50, 100 ve
200 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanacaktir. Deney
protokoliine gore; 96 kuyucuklu mikroplaktaki biitiin kuyucuklara ilk énce 140 pL 0.1
M fosfat tamponu cok kanalli mikropipet (Eppendorff) yardimi ile konulacaktir.
Mikroplagin ilk 4 ve son 8 kuyucugu kontrol olarak ayrilacaktir. Bu ayrilan kuyucuklara
kontrol olarak kullanilan etanol (20 pL) yine mikropipet (Eppendorff) yardimiyla
eklenecektir. Hazirlanmig olan 6rneklerden 20’°ser puL, her 6rnek 4 paralel olacak sekilde
geriye kalan kuyucuklara ilave edilecektir. AChE enzim ¢6zeltisinden 20 pL biitiin
kuyucuklara eklendikten sonra mikroplaklar 10 dakika 25 °C’de inkiibasyona
birakilacaktir. Siire sonunda, mikroplaktaki tim kuyucuklara 10 pL DTNB ¢6zeltisi,
hemen arkasindan 10 pL 0.4 mM substrat cozeltisinden (asetiltiyokoliniyodiir)
eklenecektir. Mikroplaklar 412 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) mikroplak okuyucuda okutulacaktir. Orneklerin %AChE
inhibisyonlar1 agagida verilen formiile gore hesaplanacak ve referans olarak galantamin
ile karsilastirilacaktir. Her 6rnek 4 paralel g¢alisilacak ve sonuglar 4 deneyden elde

edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak verilecektir.

%Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]

A1= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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Sonuglar  Softmax PRO  4.3.2.LS bilgisayar programi  kullanilarak

degerlendirilecektir.
Biitirilkolinesteraz Enzim inhibisyonu

Biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor aktivite 6l¢timiinde AChE enzim inhibisyonu
Olclimiinde verilen yontem aynen uygulanacaktir. Bu deneyde sadece enzim kaynagi
olarak at serum biitirilkolinesterazi, substrat olarak ise biitiriltiyokolinkloriir

kullanilacaktir. Renklendirici madde olarak DTNB uygulanacaktir.

Orneklerin %BChE inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gére hesaplanacak ve
referans olarak galantamin ile karsilastirilacaktir. Her 6rnek 4 paralel olarak calisilacak
ve sonuglar 4 deneyden elde edilen %inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak

verilecektir.
%Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]
Al= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢6zeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbans1

Sonuglar  Softmax PRO 4.3.2.LS bilgisayar programi  kullanilarak

degerlendirilecektir.
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6. BULGULAR

Cirsium dirmilense’nin ¢igekli toprak iistii kisminin kloroform fraksiyonunundan
ise triterpenik yapili 4 madde karisim halinde a-amirin, g-amirin, lupeol ve -
taraksasterol (CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4) elde edilmistir. Bilesigin yap1 tayini
spektroskopik (*H-NMR ve *C-NMR) yéntemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

6.1. Fitokimyasal Calismalar
6.1.1. izolasyon Calismalar:

6.1.1.1. a-Amirin

Sekil 3. a-amirin

CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin bulundugu fraksiyon ITK
analizlerinde belirteg piiskiirtmeden 6nce giin 1s18inda, UVys, hm'de ve UV3es NM'de
renksizdir. Vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1-2 dk sitilinca
pembe/mor renk gozlemlenmistir. CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin
bulundugu fraksiyonun “*C-NMR ve 'H-NMR spektrumlarina bakildiginda iTK’daki

davranig triterpen yapisinda bilesiklerin bulundugunu diistindiirmiistiir.

5.12 ppm’deki triplet sinyal a-amirin’in 12. karbonunda bulunan proton igin, 3.2
ppm’de gorillen multiplet sinyal a-amirin’in 3. karbonunda bulunan proton igin
karakteristiktir. 28.31 (C-23) ppm, 15.85/15.90 (C-24) ppm, 15.85/15.90 (C-25) ppm,
17.02/17.08 (C-26) ppm, 23.49 (C-27) ppm, 28.31 (C-28) ppm, 17.70 (C-29) ppm,
21.63 (C-30) ppm’de gelen sinyaller metil grubunu isaret etmektedir. 139.81 (C-13)
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ppm, 124.63 (C-12) ppm, 78.55 (C-3) ppm, 59.27 (C-18) ppm’de gelen sinyaller a-

amirin igin karakteristiktir.

Spektroskopik bulgular literatiirlerde karsilastirildiginda a-amirin i¢in uygunluk
gostermektedir. Bu nedenle karisimda bulunan maddelerden birtanesinin a-amirin

oldugu sonucuna varilmistir.(145)

6.1.1.2. g-Amirin

Sekil 4. f-amirin

CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin bulundugu fraksiyon ITK
analizlerinde belirte¢ piiskiirtmeden 6nce giin 1s1¢inda, UVo54 nm'de ve UV3ss Nm'de
renksizdir. Vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1-2 dk isitilinca
pembe/mor renk gdzlemlenmistir. CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin
bulundugu fraksiyonun BC-NMR ve 'H-NMR spektrumlarina bakildiginda ITK’daki

davranigi triterpen yapisinda bilesiklerin bulundugunu diistindiirm{istir.

5.18 (H-12) ppm’de goriilen triplet sinyal ve 3.20 (H-3) ppm’de goriilen multiplet
sinyal f-amirin i¢in karakteristik sinyallerdir. 28.31 (C-23) ppm, 15.72 (C-24) ppm,
15.81 (C-25) ppm, 17.02/17.08 (C-26) ppm, 26.22 (C-27) ppm, 27.66 (C-28) ppm,
33.15 (C-29) ppm, 23.91 (C-30) ppm’de gelen sinyaller metil grubunu isaret etmektedir.
145.2 ppm’de gelen sinyal C-13, 121.94 ppm’de gelen sinyal C-12, 78.71 ppm’de gelen

sinyal C-3 karbonlarina atfedilmistir.

Spektroskopik bulgular literatiirlerde karsilastirildiginda fg-amirin i¢in uygunluk
gostermektedir. Bu nedenle karisimda bulunan maddelerden bir digerinin S-amirin

oldugu sonucuna vartlmistir (145,146).
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6.1.1.3 Lupeol

Sekil 5. Lupeol

CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin bulundugu fraksiyon ITK
analizlerinde belirte¢ piiskiirtmeden 6nce giin 1s18inda, UVys4 nm'de ve UV3es NM'de
renksizdir. Vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1-2 dk 1sitilinca
pembe/mor renk gozlemlenmistir. CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin
bulundugu fraksiyonun *C-NMR ve 'H-NMR spektrumlarina bakildiginda iTK’daki

davranisi triterpen yapisinda bilesiklerin bulundugunu diistindiirmiistiir.

2.37 ppm’deki bir proton boyutunda sekstet sinyal Lupeol’iin 19. karbon
atomunda bulunan proton igin karakteristiktir. H-3’de bulunan proton 3.2 ppm’de
multiplet sinyal vermektedir. Olefinik protonlar olan 29. karbondaki birer proton 4.56
ppm ve 4.68 ppm’ de sinyal vermektedir. 28.21 (C-23) ppm, 15.59 (C-24) ppm, 16.26
(C-25) ppm, 16.19 (C-26) ppm, 14.77 (C-27) ppm, 18.22 (C-28) ppm ve 19.53 (C-30)
ppm’de gelen sinyaller metil grubuna; 109.54 (C-29) ppm ve 151.20 (C-20) ppm’de

gelen sinyaller ekzometilen grubuna atfedilmistir.

Spektroskopik bulgular literatiirlerde karsilastirildiginda Lupeol igin uygunluk
gostermektedir. Bu nedenle karisimda bulunan maddelerden igiinciisiiniin  Lupeol

oldugu sonucuna varilmigtir (146).
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6.1.1.4. w-Taraksasterol

HO

Sekil 7. y-taraksasterol

CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin bulundugu fraksiyon ITK
analizlerinde belirteg piiskiirtmeden 6nce giin 1s18imnda, UVyss hm'de ve UV3es NM'de
renksizdir. Vanilin/H,SO,4 reaktifi piiskiirttiikten sonra 110 °C’de 1-2 dk 1sitilinca
pembe/mor renk gozlemlenmistir. CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4 bilesiklerinin
bulundugu fraksiyonun *C-NMR ve *H-NMR spektrumlarina bakildiginda iTK’daki

davranisi triterpen yapisinda bilesiklerin bulundugunu diistindiirmiistiir.

5.25 ppm’de goriilen genis dublet ve 3.2 ppm’de goriilen multiplet sinyaller
sirastyla H-21 ve H-3’¢ atfedilmistir. 28.21 (C-23) ppm, 15.62 (C-24) ppm, 16.52 (C-
25) ppm, 16.34 (C-26) ppm, 14.96 (C-27) ppm, 17.92 (C-28) ppm, 22.77 (C-29) ppm,
21.83 (C-30) ppm’ de gelen sinyaller metil grubunu isaret etmektedir. 140.08 (C-20)
ppm, 119.10 (C-21) ppm, 79.24 (C-3) ppm’de gelen sinyaller y-taraksasterol igin
karakteristiktir.

Spektroskopik bulgular literatiirlerde karsilagtirildiginda w-taraksasterol igin
uygunluk gosterdiginden karigimi olusturan diger bir maddenin y-taraksasterol oldugu

sonucuna varilmistir.(146)
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Tablo 15. a- ve f-amirin’in *H-NMR ve **C-NMR Spektral Degerleri
Pozisyon a-amirin S-amirin
sl H 513C sl H 513C
1 38.93 38.80
2 28.98 27.45
3 3.16 (dd, J=5.1; 11.2) 78.55 3.15(dd, J =4.4; 10.8) 78.71
4 38.93 38.98
5 55.39 55.51
6 18.52 18.52
7 32.86 32.86
8 40.22 39.83
9 47.93 47.85
10 37.11 37.16
11 23.59 23.75
12 5.12 (t, J = 3.6) 124.63 5.18 (t, J = 3.2) 121.94
13 139.81 145.20
14 42.39 41.93
15 27.49 28.63
16 26.83 26.37
17 33.56 32.86
18 59.27 47.44
19 39.43 47.04
20 39.43 30.06
21 31.47 34.95
22 41.75 37.39
23 28.31 28.31
24 15.85/15.90 15.72
25 15.85/15.90 15.81
26 17.02/17.08 17.02/17.08
27 23.49 26.22
28 28.31 27.66
29 17.70 33.15
30 21.63 23.91
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Tablo 16. Lupeol’iin *H-NMR ve *C-NMR Spektral Degerleri

) Lupeol
Pozisyon Th o
1 38.93
2 27.85
3 3.2m 78.23
4 38.98
5 55.51
6 18.52
7 34.49
8 41.04
9 50.64
10 37.35
11 21.14
12 25.35
13 38.27
14 43.05
15 27.85
16 35.80
17 43.22
18 48.51
19 2.37m 48.20
20 151.20
21 29.92
22 39.87
23 28.21
24 15.59
25 16.26
26 16.19
27 14.77
28 18.22
29 4.68 (H-29) 109.54
4.56 (H-29b)
30 19.53
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Tablo 17. ¥-Taraksasterol’iin *H-NMR ve *C-NMR Spektral Degerleri

Posis P-Taraksasterol
yon slH s13¢
1 38.98
2 27.25
3 32m 79.24
4 38.98
5 55.51
6 18.52
7 34.45
8 41.29
9 50.64
10 37.32
11 21.83
12 27.62
13 39.08
14 42.39
15 27.15
16 36.92
17 34.61
18 48.91
19 36.53
20 140.08
21 5.25 gd 119.10
22 42.55
23 28.21
24 15.62
25 16.52
26 16.34
27 14.96
28 17.92
29 22.77
30 21.83
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Sekil 10. a-amirin, g-amirin, lupeol, y-taraksasterol (CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4)’iin **C-NMR Spektrumu 30-40 ppm
aralig1 (CDCl3, 100 MHz)
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6.1.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Fenolik Bilesiklerin Tayini

Bir maddenin fenolik yapist o maddenin antioksidan etkisinin bir gostergesi
olabilir. C. dirmilense’nin fenolik yapist YBSK ile belirlenmistir. 13 standarda goére
yapilan analizin sonucu bulunan bilesenler; gallik asit (1), protokatesik asit (2),
protokatekuik aldehit (3), p-OH benzoik asit (4), klorojenik asit (5) , vanilik asit (6),
kafeik asit (7), vanilin (8), siringaldehit (9), p-kumarik asit (10), ferulik asit (11),
sinapik asit (12) ve benzoik asit (13) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 13. Fenolik Standartlarin YBSK Kromatogramlari. Gallik asit (1), Protokatesik
asit (2) Protokatekuik aldehit (3), p-OH benzoik asit (4), Klorojenik asit (5),
vanilik asit (6), Kafeik asit (7), Vanillin (8), Siringaldehit (9), p-kumarik asit
(10), Ferulik asit (11), Sinapik asit (12) ve Benzoik asit (13).

Yapilan kantitatif analiz ¢alismalarinda C. dirmilense’nin MeOH ekstresinin
benzoik asit miktar1 0.28 mg/g olarak bulundugundan bitkinin ana fenolik bilesigi

benzoik asit olarak tespit edilmistir.
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Tablo 18. YBSK Metod Parametreleri

Alikongggaman Regresyon Kolerasyon Lineer arahk LOD LOQ
Ozﬁ:i;na %RSD Std Denklemi Katsayis1 (R) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Gallik asit 7,317 0,605 0,044 | Y=46685x-33209 0,9935 2,5-25 1,783 5,404
Protokatesik asit 10,515 0,505 0,531 | Y=39214x-27944 0,9984 2,5-25 1,205 3,652
Protokatekuik aldehit 13,534 0,595 0,080 | Y=46438x+6147,1 0,9968 2,5-20 1,337 4,0524
p-OH Benzoik asit 15,076 0,743 0,112 | Y=39080x-10794 0,9974 2,5-100 3,945 11,957
Klorojenik Asit 15,750 0,702 0,110 | Y=9208,8x-399,4 0,9930 2,5-50 4,068 12,328
Vanilik Asit 17,825 0,528 0,094 | Y=49369x-631102 0,9980 2,5-50 1,175 3,561
Kafeik Asit 19,036 0,640 0,121 | Y=27764x-9126,7 0,9973 2,5-100 5,122 15,523
Vanilin 23,076 0,456 0,105 | Y=38753x-1671,6 0,9976 2,5-100 3,768 11,418
Siringaldehit 25,631 0,423 0,108 | Y=13655x-2503,5 0,9982 2,5-20 0,866 2,624
p-Kumarik Asit 26,840 0,661 0,177 | Y=53747x-39534 0,9955 2,5-25 1,634 4,861
Ferulik Asit 30,297 0,445 0,134 | Y=81674x-55584 0,9975 2,5-25 1,427 4,325
Sinapik Asit 31,023 0,400 0,124 | Y=63367x-44638 0,9997 2,5-100 1,651 5,006
Benzoik Asit 33,870 0,434 0,147 Y=6422x-11532 0,9967 5-100 3,194 9,679
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Sekil 14. Cirsium dirmilense Metanol Ekstresi Fenolik Bilesiklerin YBSK
Kromatogrami
6.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
6.2.1. Metanol Ekstresinin Tirozinaz Enzimi Uzerine Etkisi

Tez kapsaminda Cirsium dirmilense toprak istii kisimlarinin metanol ekstresinin
tirozinaz enzimi {izerine etkisi incelenmistir. Pozitif kontrol olarak 8-metoksipsoralen

(8-MOP) kullanilmistir. Ekstrenin enzimi aktive ettigi belirlenmistir.
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Sekil 15. Cirsium dirmilense Metanol Ekstresinin Enzim Aktivasyon Grafigi
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Tablo 19. Cirsium dirmilense metanol ekstresinin tirozinaz aktivator etkisi

Tirozinaz Aktivator Etki
ACs (ng/ml)
8-MOP (8-Metoksipsoralen) 17,11
C. dirmilense (MeOH ekstre) 51,24

6.2.2. Metanol Ekstresinin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimleri
Uzerine Etkisi

Yapilan deneysel caligma sonunda, metanol ekstresinin asetilkolinesteraz ve

biitirilkolinesteraz enzimleri iizerine etkisi olmadig1 gozlenmistir.
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

Asteracea familyas1 yeryliziinde 900 cins ve 20.000 tiir ile temsil edilmektedir. Bu
familyaya ait cinslerden en biiyiigii olan Cirsium cinsi yaklasik 250 tiire sahiptir.
Genellikle ¢ok yillik ya da iki yillik, nadiren de tek yillik olan bu tiir Avrupa, Kuzey
Afrika, Dogu, Orta ve Giineybati Asya, Kuzey ve Orta Amerika’da yetismektedir. Kiy1
seridinden alpinik kusaga kadar gesitli habitatlarda yayilis gostermektedirler (1, 3, 147,
148).

Tiirkiye florasinda ise Cirsium cinsi 3 seksiyona ait 66 tiir (78 takson) ile temsil

edilmektedir. Bu tiirlerden 29°u (30 takson) endemiktir. (1).

Tiirkiye’de Cirsium tiirleri halk tarafindan “kdy gogerten, esek dikeni” olarak
isimlendirilmektedir. Halk arasinda hemoroid, peptik {ilser tedavisinde ayrica Oksiiriikk
ve brongite kars1 kullanilmaktadir (4-7). Cirsium cinsi geleneksel Cin tibbinda kanamayi
durdurucu, iltihap onleyici (28), ates diisiiriicii ve kan dolagimini artirmak i¢in (80),
Kore’de ise kanama, karaciger ve bobrek iltihaplanmasinda, karin ve bagirsak agrisi

(23) tedavisinde kullanilmaktadir.

Literatiir taramalar1 sonunda, Cirsium tiirleri {izerinde bugiine kadar ¢ok sayida

fitokimyasal ve biyolojik aktivite calismalari yapildigi goriilmiistiir.

Cirsium tiirleri iizerinde giliniimiize kadar yapilan fitokimyasal calismalar
sonucunda; flavonoitler (16, 18, 22, 32, 63), fenolik asitler (17, 49, 85, 89,104-105),
steroitler (102), triterpenler (72, 95), lignanlar (110, 149), fenilpropanoit glikozitleri
(150), norizoprenoitler (71) ve megastigman glikozitleri (151) gibi farkli kimyasal

yapilara sahip sekonder metabolitler izole edilmistir.

Cirsium tiirleri iizerinde yapilmis biyolojik aktivite ¢alismalari incelendiginde
anti-adipojenik (129), antioksidan (20, 124,130), antiobezite (131), antidepresan (132,
133), karaciger koruyucu (125, 134-135), tiimor hiicrelerinde apoptozis (136), lipolizi
destekleyici (137), antikanser (117) ve antienflamatuvar (80) etkilere sahip tiirlerin

oldugu goriilmiistiir.

Cirsium cinsinin tilkemiz i¢in endemik olan C. dirmilense tiiriiniin iizerinde daha
once herhangi bir biyolojik aktivite ¢aligmasi yapilmamistir. Bu tiir lizerinde yapilacak

ilk fitokimyasal ¢alisma niteligi tasiyan bu g¢alismada C. dirmilense’nin toprakiistii
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kisimlarinda bulunan ana bilesikler izole edilmis, izole edilen bu bilesiklerin yapilari
aydinlatilmis, YBSK yontemi ile fenolik bilesiklerinin analizleri gergeklestirilmis,
metanol ekstresinin tirozinaz, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri lizerine

etkileri arastirilmastir.

Bitkinin golgede kurutulmus, degirmende toz haline getirilmis ve toprakdistii
kisimlar1 metanol ile ekstre edilmistir. Metanollii ekstrenin fraksiyonlanmasi ile edilen
kloroform, etil asetat ve arta kalan su altfraksiyonlarindan g¢esitli kromatografik
yontemler yardimiyla, kloroform fraksiyonundan karisim halinde bulunan 4 maddenin
varligi (CDK-1, CDK-2, CDK-3, CDK-4) belirlenmistir. Bu ¢alismada iTK, kolon
kromatografisi (normal faz silika jel, ters faz silika jel, sefadeks), PITK ve YBSK
teknikleri kullanilmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilari, alinan 'H-NMR ve *C-NMR

spektrumlar1 yardimiyla aydinlatilmistir.

'H-NMR ve **C-NMR spektroskopik yéntemleri kullanilarak yapilart aydinlatilan
CDK-1, CDK-2, CDK-3 ve CDK-4’lin ise sirastyla a-amirin, g-amirin, lupeol ve y-

taraksasterol oldugu belirlenmistir.

C. dirmilense’nin fenolik yapisi 13 standart kullanilarak YBSK ile belirlenmistir
(152). Analizin sonucu bulunan bilesenler; gallik asit, protokatesik asit, protokatekuik
aldehit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin, siringaldehit,
p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit ve benzoik asit olarak tespit edilmistir. Yapilan
kantitatif analiz ¢alismalarinda benzoik asit miktari 0.28 mg/g (MeOH ekstresi) olarak
hesaplandigindan bitkinin ana fenolik bilesigi benzoik asit olarak belirlenmistir.
Bitkinin fenolik madde icerigi antioksidan ve antienflamatuvar etkiye sahip oldugunu
diisindirmiistiir. Yapilan literatiir taramalarinda antioksidan (20, 124, 130) ve
antienflamatuvar (80) etki gosteren Cirsium tiirlerinin bulunmasi ¢alismamizi

desteklemektedir.

Tirozinaz enzimi; oksijeni organik bir molekiiliin yapisina dogrudan katabilme

ozelligine sahip enzim olarak bilinir.

e Melanin pigmentasyonu
e UV hasarina ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 viicudun korunmasi
e Toksik maddelerin ve ila¢ kalintilarinin viicuttan uzaklastirilmasi

e Insektisit olarak kullanimi mevcuttur.
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C. dirmilense toprak dstii kisimlarinin metanol ekstresinin tirozinaz enzimi
tizerine etkisi incelenmis yapilan ¢alismalar sonucunda ekstrenin enzimi aktive ettigi
belirlenmistir. Elde edilen sonu¢ bitkinin albinizm, vitiligo vb. cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilecegini ve noroprotektif etkinliginin arastirilmasi gerektigini

bize diistindiirmiistiir.

Asetilkolinesteraz inhibisyonun Alzheimer, epilepsi gibi norolojik hastaliklar ve
depresyonda etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan deneysel calisma sonunda, metanol
ekstresinin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri tlizerine etkisi olmadigi

gozlenmistir.
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8. SONUCLAR

1.

Calismamizda Cirsium dirmilense bitkisinin toprakiistii kisminin i¢erdigi bazi
bilesiklerin izolasyonu gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda Kkloroform fraksiyonundan triterpenik
bilesiklerin karisimi halinde a-amirin, pg-amirin, lupeol ve w-taraksasterol
olmak iizere 4 madde izole edilmistir. Elde edilen bilesiklerin kimyasal yap1
tayinleri spektroskopik yontemlerle gergeklestirilmistir. 'H-NMR ve ®*C-NMR
spektrumlarindan yararlanilmistir.

Tirozinaz enzimini aktive ettigi gézlenen C. dirmilense toprak tistii kisimlariin
metanol ekstresi i¢cin ACsp (ug/mL) degeri 51.24, 8-MOP i¢in 17.11 olarak
bulunmugtur. Gozlenen bu etki ile ilgili olarak, daha ileri calismalar yapilmasi

ve tedavide kullanilabilirligi arastirilmasi diisiiniilmektedir.

. Yapilan deneysel ¢alisma sonunda, metanol ekstresinin asetilkolinesteraz ve

biitirilkolinesteraz enzimleri tizerine etkisi olmadig1 gézlenmistir.
Kantitatif analiz g¢aligmalarinda benzoik asit miktar1 0.28 mg/g (MeOH
ekstresi) olarak hesaplanmistir. YBSK kullanilarak fenolik yapis1 belirlenen C.

dirmilense’nin ana fenolik bilesigi benzoik asit olarak tespit edilmistir.
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